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【摘要】 目的 探究间歇式轴向压应力对组织工程骨种子细胞黏附、增殖与成骨分化能
力的影响。方法 构建表达绿色荧光蛋白的兔骨髓间充质干细胞（rBMSCs）作为示踪种子
细胞，运用旋转细胞培养仪将松质骨支架和种子细胞共培养 7 d 获得组织工程骨（TEB），实验
组在第 7 ~ 14 天施加大小 10 N、频率 1 Hz、4 h/d 的间歇式轴向压应力刺激，对照组常规培养，
14 d 后胰酶消化法获取两组种子细胞并比较其黏附、增殖和成骨分化能力。采用两组独立样
本 t 检验进行统计学分析。结果 （1）流式细胞术显示 rBMSCs 被成功提取分离。（2）倒置
荧光显微镜及扫描电镜显示 TEB 中种子细胞与支架相容性良好。（3）活体荧光成像系统及
扫描电镜显示应力刺激组种子细胞的生长状况要优于非应力刺激组，前者平均荧光密度及细
胞数 /500 倍视野均大于后者，差异均具有统计学意义（平均荧光密度：（3.75±0.34）×108 vs 
（2.91±0.22）×108，t = 2.90，P = 0.04；细胞数 /500 倍视野：30.50±4.43 vs 21.00±5.13，t = 3.14，
P = 0.01）。（4） 细胞黏附实验显示，应力刺激组种子细胞的 75 ﹪细胞贴壁时间短于非应力刺激
组，两组时间分别为（3.00±0.41） h、（13.33±1.70）h，差异具有统计学意义（t = 8.20，P < 0.01），
前者的最终细胞贴壁率高于后者（99.97 ﹪ ±0.34 ﹪ vs 85.83 ﹪ ±1.18 ﹪），差异具有统计学意
义（t = 11.31，P < 0.01）。（5） CCK-8 检测显示，在培养第 48 ~ 96 h，应力刺激组种子细胞的增
殖能力优于非应力刺激组，将两者的 450 nm 吸光度值在第 48 小时（0.49±0.02、0.40±0.02）、
72 h（0.76±0.07、0.64±0.04）和 96 h（1.58±0.07、1.34±0.13）分别进行比较，差异均具有统计
学意义（t = 5.15、2.57、2.86，P 均 < 0.01）。（6）在成骨诱导 14 d 后，应力刺激组种子细胞的 ALP
和 Ca 结节染色阳性率要强于非应力刺激组：两组 ALP 染色阳性率分别为 26.73 ﹪±4.56 ﹪、
16.68 ﹪ ± 3.89 ﹪，差异具有统计学意义（t =3.33，P = 0.03）；两组 Ca 结节染色阳性率分别为
41.81 ﹪±3.56 ﹪、27.40 ﹪ ± 2.35 ﹪，差异具有统计学意义（t = 3.68，P = 0.02）。结论 间歇性
轴向压应力可促进组织工程骨种子细胞的黏附、增殖与成骨分化。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of intermittent axial compressive 
stress on adhesion, proliferation and osteogenic differentiation of seed cells in tissue 
engineered bone. Methods: Rabbit bone marrow mesenchymal stem cells that expressed 
green fluorescent protein were used as seed cells, a rotation training instrument was 
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used to co-culture cancellous bone scaffold and seed cells together for 7 days to obtain 
tissue engineered bone (TEB), then the TEB were divided into two groups. One group 
was subjected to cyclic uniaxial compressive stress stimulation of a magnitude of 10 N, 
frequency of 1 Hz, and duration of 4 hours per day from days 7 ~ 14, the other group had 
no stress stimulation. Finally, two groups of seed cells were obtained by trypsinization, 
and their ability of adhesion, proliferation and osteogenic differentiation were compared. 
Results (1) Flow cytometry identification showed that rBMSCs were successfully 
isolated. (2) Inverted fluorescence microscope and scanning electron microscopy showed 
that the seed cells of TEB had good compatibility with the scaffold. (3) Results obtained 
from in vivo fluorescence imaging system and scanning electron microscopy showed 
that the growth of seed cells in stress-stimulation group was better than that in non-stress 
stimulation group. The average fluorescence density and cell number / 500-fold visual field 
of the former were larger than the latter, and the difference was statistically significant 
(average fluorescence density:(3.75 ± 0.34)×108 vs (2.91 ± 0.22)×108, t = 2.90, P = 0.04; 
cell number / 500-fold visual field: 30.50 ± 4.43 vs 21.00 ± 5.13, t = 3.14, P = 0.01). 
(4) Cell adhesion experiments showed that cell attachment time of 75 ﹪ seed cells in stress-
stimulation group. With the time of (3.00 ± 0.41) h and (13.33 ± 1.70) h respectively, the 
difference was statistically significant (t = 8.20, P < 0.01). Besides, the final cell adherence 
rate of the former was significantly higher than the latter (99.97 ﹪± 0.34﹪ vs 85.83﹪ ± 
1.18﹪ ), and the difference was statistically significant (t = 11.31, P < 0.01). (5) CCK-8 
assay showed that the seed cells of the stress-stimulation group proliferated more rapidly 
than those of the non-stress stimulation group during the 48 th - 96 th h, and the 450 nm 
absorbance values were as follows: at the 48 th h, the values were 0.49 ± 0.02 and 0.40 ± 0.02 
respectively, at the 72 th h, the values were 0.76 ± 0.07, 0.64 ± 0.04, at the 96 th h, the 
values were 1.58 ± 0.07, 1.34 ± 0.13, and the difference was statistically significant (t = 5.15, 
2.57, 2.86, P < 0.05). (6) After 14 days since osteogenic induction, the positive rate of ALP 
and Ca nodule staining in seed cells of stress-stimulation group was significantly higher 
than that in non-stress stimulation group. The positive rates of ALP staining in the two 
groups were 26.73 ﹪± 4.56 ﹪and 16.68 ﹪± 3.89 ﹪ respectively, and the difference was 
statistically significant (t = 3.33, P = 0.03). The positive rate of Ca nodule staining in the 
two groups were 41.81 ﹪ ± 3.56 ﹪ and 27.40 ﹪ ± 2.35 ﹪ respectively, and the difference 
was statistically significant (t = 3.68, P = 0.02). Conclusion Intermittent axial compressive stress 
stimulation could accelerate adhesion, proliferation and osteogenic differentiation of seed cells in 
TEB.
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（rabbit bone marrow mesenchymal stem cells，
rBMSCs）分离液（天津灏洋生物科技有限公司），
DMEM/ 高糖培养基、青霉素 / 链霉素（美国 Hyclone
公司），胎牛血清（以色列 Biological Industries 公司），
胰蛋白酶（美国 Sigma 公司），乙醚（广东西陇化工股
份有限公司），环氧乙烷（中国国药集团化学试剂有
限公司），CD45 抗体（美国 Acris Antibodies 公司），
CD44 抗体（美国 BD 公司），CD34（美国 Thermo 














BioSystems 公司），酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）。
二、方法
1.rBMSCs 的提取与分离：用无菌骨髓针从 2
个月大的新西兰兔（800 ~ 1 200 g）髂骨中取 5 ml
红骨髓，立即用磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗混匀骨髓
液，而后以 250×g 离心 10 min，收集底层沉淀，再
用 PBS 将细胞吹散调整至浓度为 2×108 ~ 1×109/
ml 备用。将 5 ml rBMSCs 分离液加入 15 ml 离心
管，再将 3 ml 上述细胞悬液小心加至分离液上层，
以 450×g 离心 30 min，将单核细胞层收集至 15 ml
离心管，PBS 清洗 2 遍，最后收集细胞于含有 MSC
完全培养基（DMEM/ 高糖培养基 +10 ﹪胎牛血
清 +1 ﹪青霉素 / 链霉素）的培养皿中，置于 37 ℃、






3. 可稳定表达 GFP 的 rBMSCs 的构建：将 P2
代 rBMSCs 浓度调整为 1×105/ml，2 ml/ 孔种植于
6 孔板，放置 37 ℃、5 ﹪CO2 培养箱培养。24 h 后
用 MSC 完全培养基换液，添加携带 GFP 基因的慢
病毒（感染复数 = 100）放置原培养箱培养，12 h 后
弃去含病毒液培养基，加入 MSCs 完全培养基培养，
2 ~ 3 d 后观察细胞荧光表达情况并用高端分选流式
细胞仪对其分选，留取高表达 GFP 的细胞作为示踪
种子细胞进行培养。
4. TEB 的构建：取 6 个月大的小牛股骨头松




（deproteinized and defatted cancellous bone scaffolds，
DCBS），然后冷冻干燥，用环氧乙烷消毒后密封保
存备用。将 P3 代稳定表达 GFP 的 rBMSCs 浓度调
整为 3×105/ml，10 ml/ 管盛于 15 ml 离心管中，放入
一块 DCBS，运用旋转细胞培养仪旋转培养，旋转参
数为 20 r/min，持续 7 d。用倒置荧光显微镜及扫描
电镜观察 TEB 中 rBMSCs 与 DCBS 的相容性。
5. 间歇性轴向压应力的添加：运用叩击式机械
应力刺激仪在第 7 ~ 14 天对实验组施加大小 10 N、




力刺激组 TEB 分别放置于 12 孔板中，每孔竖直放
置一块 TEB 并做好标记，加适量 PBS 将支架充分
浸润，用活体荧光成像系统观察并比较两组荧光强
度。再将两组 TEB 各切取 5 mm×5 mm×5 mm 的
组织块，4 ﹪多聚甲醛固定 3 h，然后用 PBS 洗涤 3
次，乙醇溶液脱水，干燥后，用叔丁醇脱水固定 4 ℃
过夜，对样品进行包金和包膜。最后扫描电镜观察。
细胞数 / 每 500 倍视野被用来统计比较两组种子细
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胞的生存状态。
7. 种子细胞贴壁率的检测：用 0.25 ﹪的胰蛋白
酶消化法分别获取应力刺激组与非应力刺激组种子
细胞，将细胞按照 80个 /9 cm 培养皿比例分别种于
12 皿 9 cm 培养皿。每 2 小时各取出一皿，观察并
计数贴壁细胞数（细胞集落数），每一个单独细胞集




100 μl 种植于 96 孔板，放于 37 ℃、5 ﹪CO2 培养
箱。第 24、48、72 和 96 h，分别按 10 μl/ 孔的量将
CCK-8 试剂添加到相应孔内，在 37 ℃、5 ﹪CO2 培
养箱孵育 2 h 后用酶标仪检测 450 nm 的吸光度值
（absorbance 450nm，A450）。
9. 种子细胞成骨能力检测：用同上方法获取两
组种子细胞，将细胞浓度调整为 1×105/ml，2 ml/ 孔
种植于 6 孔板，放置培养箱培养。24 h 后弃去原培
养基，每孔添加 2 ml 预先配好的成骨诱导培养基
（含有 10 ﹪ FBS 的 DMEM/ 高糖培基、10-2mol/L 甘
油磷酸钠、10-7mol/L 地塞米松、3×10-4mol/L 维生
素 C），诱导培养基每 2 天换液。而后按照说明书采
用改良的钙钴染色法和茜素红染色法对诱导形成的
ALP 及 Ca 结节进行染色，采用 Image Pro Plus 软件
计算染色阳性率（positive rate of dyeing，PRD），对两
组 ALP 和 Ca 结节的表达量进行比较。
三、统计学分析方法
采用 Prism 5.0 统计软件进行统计分析，SUVmax
数据用 x ± s 表达。有无应力刺激两组间的 SUVmax







成熟的 P3 代 rBMSCs 呈梭形或流线型，紧密排列
（图 2b）。流式细胞术检测结果显示，提取的 MSC
高表达 CD44、CD29 分子（> 95 ﹪），低表达 CD45、





导入 GFP 基因从而表达 GFP（图 4a），经分选后
GFP 的表达增强（图 4b）。扫描电镜显示，DCBS 为
疏松多孔的结构（图 4c）。在 DCBS 与 rBMSCs 通
过旋转细胞培养仪共培养后（图 4d），倒置荧光显微
镜和扫描电镜观察显示 rBMSCs 紧密黏附于 DCBS
上（图 4e、f），这表明种子细胞与支架相容性良好。
注：a 图为间歇性轴向压应力施加于 TEB 的示意图；b 图为间歇性轴向压应力施加于 TEB 的实物图
图 1  间歇性轴向压应力施加于 TEB 的过程










个数 / 每 500 倍镜视野比较，差异具有统计学意义




胞在铺板 2 h 内约一半以上细胞完成贴壁，在铺板
后 10 h 内，几乎所有的细胞已完成贴壁；而非应力
刺激组在铺板后 2 h 内只有近 25﹪的细胞完成了
贴壁，在铺板后 10 h 内，也大概只有 75﹪的细胞完
成了贴壁。应力刺激组 75﹪细胞贴壁时间明显短
于非应力刺激组，两组时间分别为（3.00±0.41） h、
（13.33±1.70）h，t =8.20，P < 0.01，差异具有统计学
意义；且前者的最终细胞贴壁率高于后者（99.97 ﹪
±0.34 ﹪ vs 85.83 ﹪±1.18 ﹪），差异具有统计学意
义（t = 11.31，P < 0.01，图 7）。
五、CCK-8 检测结果显示应力刺激组种子细胞
增殖能力强于非应力刺激组
表 1  两组种子细胞生存活性、增殖及成骨分化能力评估指标比较（x ± s）
分组 平均荧光密度 细胞数 / 每 500 倍视野
吸光度值 染色阳性率（﹪）
48 h 72 h 96 h ALP Ca
应力刺激组 （3.75±0.34）×108 30.50±4.43 0.49±0.02 0.76±0.07 1.58±0.07 26.73±4.56 41.81±3.56
非应力刺激组 （2.92±0.22）×108 21.00±5.13 0.40±0.02 0.64±0.04 1.34±0.13 16.68±3.89 27.40±2.35
t  值 2.90 3.14 5.15 2.57 2.86 3.33 3.68
P 值 0.04 0.01 < 0.05 0.04 0.03 0.03 0.02
注：a 图为刚生长出的 rBMSCs 呈梭形、三角形或圆形，散在分布；b 图
为 P3 代的 rBMSCs 呈梭形或流线型，紧密排列
图 2  倒置生物显微镜下 rBMSCs 的形态（×60）
注：a ~ d 图为 P3 代 rBMSCs 表面分子 CD45、CD44、CD34、CD29 流式鉴定结果（空白对照或同型对照组用红色标示，目的分子标记组用绿色标示）
图 3  rBMSCs 的表面分子流式鉴定结果
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注：a 图为流式分选前表达 GFP 的 rBMSCs（×150）；b 图为流式分选后高表达 GFP 的 rBMSCs（×150）；c 图为扫描电镜下 DCBS 的疏松多孔结构
（×100）；d 图为组织工程骨的构建过程（箭头指示 TEB）；e 图为倒置荧光显微镜下 TEB 种子细胞紧密黏附于 DCBS 表面及内部（×40），箭头指示表
达 GFP 的 rBMSCs；f 图为扫描电镜下 TEB 种子细胞紧密黏附于 DCBS 表面（×100）箭头指示种子细胞
图 4  示踪种子细胞的构建及 TEB 的构建与验证
注：a 图为荧光激发光条件下非应力刺激组与应力刺激组 TEB 荧光表达图像，可见应力刺激组 TEB 荧光强度明显强于非应力刺激组；b 图为普通光照
条件下非应力刺激组与应力刺激组 TEB 图像。N-BMSC 示非应力刺激组，M-BMSC 示应力刺激组
图 5  活体荧光成像系统下非应力刺激组与应力刺激组 TEB 培养 1 周后荧光强度比较
CCK-8 检测提示，在第 24 小时，应力刺激组与
非应力刺激组 A450 无明显差异，在而后的第 48 小
时到第 96 小时，应力刺激组 A450 均高于非应力刺
激组，对两者的 A450 在第 48、72 和 96 小时分别
进行比较，差异均具有统计学意义（t = 5.15、2.57、





在经 14 d 的成骨诱导后，对非应力刺激组及应
力刺激组 ALP 及 Ca 结节进行染色分析，结果显示
非应力刺激组形成 ALP 和 Ca 结节均少于应力刺激
组（图 9，10），对两组 ALP 与 Ca 结节的 PRD 分别









性压应力进行研究：Shigao 等 [13] 将大鼠成骨细胞
植入Ⅰ型胶原海绵支架构建 TEB，对其施加正弦压
缩变形峰值为 0.2 ﹪，频率分别为 0.2，2，10，20，40，
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60 Hz，3 min/d 的压应力连续 14 d，发现该应力可有
效促进种子细胞矿化成骨，且频率为 2 Hz 时效果最
明显；Liu 等 [14] 将产生 10 ﹪弹性形变，频率 0.5 Hz，
2 h/ 次，4 次 /d，4 h/ 每间隔的周期性压应力施加于
聚氨酯支架与人 BMSCs 构建的 TEB，发现 2 周后
BMSCs 增殖能力增强；Ravichandran 等 [15] 对 TEB




注：a 图为非应力刺激组培养 1 周后 TEB 表面种子细胞生存情况，可见
支架表面部分有种子细胞黏附；b 图为应力刺激组培养 1 周后 TEB 表
面种子细胞生存情况，可见支架表面绝大部分有种子细胞黏附；两图比
较可知应力刺激组种子细胞生存状况明显优于非应力刺激组




图 7  非应力刺激组与应力刺激组种子细胞贴壁率比较
注：横轴为时间，纵轴为种子细胞在 450 nm 波长处的吸光度值， 
N-BMSC 示非应力刺激组，M-BMSC 示应力刺激组；＊为 P < 0.05，＊＊为
P < 0.01
图 8  非应力刺激组与应力刺激组种子细胞在 450 nm 波长
处的吸光度值比较
注：a 图为非应力刺激组种子细胞成骨诱导 2 周后 ALP 染色结果，可见
部分区域被染为灰褐色，表明该处有 ALP 表达；b 图为非应力刺激组
种子细胞成骨诱导 2 周后 ALP 染色结果，可见大部分区域被染为灰褐
色，表明该处有 ALP 表达；两图比较可知应力刺激组种子细胞成骨诱导
2 周后 ALP 的表达量优于非应力刺激组
图 9  倒置生物显微镜下非应力刺激组与应力刺激组种子
细胞成骨诱导后 ALP 染色结果（改良 Gomori 钙钴法染
色，×60）
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Youngmee 等 [16] 利 用 聚 L- 丙 交 酯 - 己 内 酯 和
rBMSCs 构建 TEB，对其施加产生 5 ﹪弹性形变，频
率 0.1 Hz，10 d 的压应力刺激，发现该应力刺激可促
进 rBMSCs 向软骨细胞分化。这些结果上的差异
可能与 TEB 的构建和应力刺激参数及作用时间的
长短不同有关。Brunellia 等 [17] 运用聚已酸内酯和
细胞基质类似物制造的支架与人类胚胎中胚层祖细







环蛋白，YAP 和 MKL1-SRF 旁路途经对于胞外应
力刺激向胞内的起到了关键作用 [18]。Chen 等 [19]
研究证实 AMPK-SIRT1 旁路途经在拉伸应力诱
导 MSCs 成骨分化过程中起到了重要的调节作用。
Song 等 [20] 研究发现，机械应力刺激可通过 PI3K/
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